采用抗胸腺/淋巴细胞球蛋白（ATG/ALG）联合环孢素A的免疫抑制疗法（IST）可使约70%的重型/极重型再生障碍性贫血（再障）患者获得血液学反应[@b1]，未能获得血液学反应或反应质量欠佳者，可能与其治疗前残存造血干/祖细胞数量过少和（或）质量缺陷有关。研究表明再障患者残存造血细胞越多IST疗效越好，扩增体内残存造血干细胞的策略可能有助于提高再障IST的血液学反应率。近年采用血小板生成素（TPO）受体激动剂治疗重型再障的临床试验获得成功，强烈支持这一治疗策略。我们现就TPO受体激动剂的基础与治疗重型再障的实践综述如下。

一、TPO信号传导与造血干细胞

TPO通过与血小板生成素受体（MPL）结合激活广泛的下游信号传导途径，包括JAK/STAT、RAS/MAPK、PI3K/AKT途径[@b2]，不仅在巨核细胞增殖分化中起着关键作用[@b3]，在造血干细胞池维持以及调节造血干细胞增殖和分化过程中也发挥着中心的、不可替代的作用。体外研究显示TPO可增强CD34^+^造血干/祖细胞的活存及增殖能力，当与IL-3或干细胞因子（SCF）联合应用时这种作用更为明显[@b4]。TPO或MPL基因敲除动物模型同样显示，丧失TPO信号传导可导致高达85%的巨核细胞明显减少[@b5]，粒系和红系祖细胞也明显减少，数量不足野生型小鼠的一半[@b6]--[@b7]，造血干细胞数量仅为野生型小鼠的10%～20%[@b8]--[@b9]；除此以外，丧失TPO信号传导小鼠多潜能造血干/祖细胞功能减低也非常明显，竞争性抑制分析显示超过正常10倍以上剂量的MPL^−/−^骨髓细胞仍不足以有效地重建造血[@b10]；将正常的造血干细胞植入TPO^−/−^小鼠较之植入野生型小鼠，造血干细胞的扩增明显减少[@b11]。Wang等[@b12]报告严重全身照射小鼠接受TPO治疗可明显减轻照射效应，所有致死剂量照射对照组小鼠全部于照射后17 d内死亡，而接受TPO 25 µg/kg每天1次注射者50%存活，接受TPO每2天1次注射者30%存活，接受TPO每4天1次注射者10%存活；照射后14 d，接受TPO治疗的小鼠骨髓细胞面积较对照小鼠增加，外周血凋亡细胞减少，白细胞和血小板计数增加，CD135^−^ LSK细胞明显增加，提示照射后采用TPO治疗可抑制细胞凋亡、促进造血干/祖细胞再生，增加长期造血干细胞数量，加快造血系统功能恢复。竞争性抑制试验结果证明，经TPO处理的小鼠造血干细胞更易在致死剂量照射小鼠获得造血重建[@b11]--[@b13]。对血清TPO水平明显增高的MPL^−/−^小鼠进行部分MPL表达转基因救治，虽血小板明显增多并仍保持高血清TPO水平，但造血干细胞仅显示部分重建造血能力。表明造血干细胞TPO信号传导需高水平MPL受体表达，低水平MPL受体表达造血干细胞即使对高循环水平TPO仍反应不足[@b14]。造血干细胞池维持也依赖TPO的存在。Yoshihara等[@b15]结果显示骨内膜造血细胞龛Tie2+造血干细胞静止状态的维持与TPO/MPL旁分泌作用相关，龛内成骨细胞分泌TPO作用于表达MPL的造血干细胞以保持其静止状态，而抑制该作用则导致造血细胞龛内干细胞数量减少。最近研究表明骨髓造血干细胞池中含有分子和功能完备的倾向于巨核细胞分化的造血干细胞亚群，且处在不同等级分布造血干细胞的最顶端，而TPO在该群干细胞的维持中同样起至关重要的作用[@b16]。

二、TPO/MPL异常与骨髓造血衰竭

TPO及其配体MPL异常可导致骨髓增殖性肿瘤或骨髓造血衰竭。TPO或MPL基因功能获得性突变引起血小板增多或骨髓增殖性肿瘤，功能丧失性突变则导致血小板减少或再障。

人类C-MPL基因功能丧失性突变经典的疾病模型为先天性无巨核细胞性血小板减少症（CAMT），为一罕见的常染色体隐性遗传骨髓造血衰竭综合征。临床表现为出血、血小板减少、骨髓巨核细胞减少或缺如。患儿病程中呈现进行性巨核细胞逐渐进一步减少，最终多数患儿三系血细胞减少，大多在5岁以前因造血干细胞池萎缩而进展为典型再障[@b17]。已报道的CAMT绝大多数为MPL基因错义或无义纯合突变或复合杂合突变，并且MPL突变基因型与CAMT骨髓造血衰竭临床表现型关系非常密切，无义突变TPO受体功能完全丧失患者血小板计数降低非常明显，中位PLT≤21× 10^9^/L，骨髓造血功能低下，早发全血细胞减少；而MPL基因错义突变常影响TPO受体胞外区，残留部分受体功能，患儿CAMT临床表现相对轻微，中位PLT为（35～132）×10^9^/L，患儿1岁以内可能出现一过性血小板计数增加，达接近正常水平。全血细胞减少、骨髓造血衰竭多于3～6岁或更晚时间方逐渐出现。表明MPL突变所致蛋白表达越低患儿血小板减少越明显，自CAMT转化为典型再障所需的时间也越短。

包含TPO基因的3号染色体（3q26.3--3q27.2）杂合性微小缺失可表现轻度血小板减少[@b18]，抗TPO抗体偶可导致患者发生全血细胞减少[@b19]。最近Dasouki等[@b20]采用全外显子测序方法首次发现一密克罗尼西亚家族两例同胞患者TPO基因纯合错义突变（THPO, c.112C\>T）导致的家族性常染色体隐性遗传再障。TPO基因错义突变导致R17C替代从而影响TPO受体结合域，功能分析显示其对需要TPO的UT7-TPO细胞增殖支持能力下降。两例患者和一例杂合R17C突变同胞均表现血小板减少，而未有R17C突变的同胞血小板计数正常，表明TPO基因部分功能丧失突变在纯合状态下引致再障，杂合状态发生血小板减少。这与MPL基因功能丧失突变所致结果相似，提示TPO-MPL信号传导途径在人类造血干细胞维持过程中同样具有重要的、不可替代的作用。

三、TPO受体激动剂

随着TPO的发现和TPO-MPL信号传导途径的阐明，许多TPO受体激动剂或类似物被研发，最初几乎均主要针对原发免疫性血小板减少症（ITP）和化疗相关血小板减少的治疗，以期增加血小板计数和加快血小板恢复。然而，TPO受体激动剂不仅是巨核细胞系列特异性生长因子，还作用于造血干祖细胞，发挥促进造血和扩增造血祖细胞作用[@b21]。聚乙二醇化基因重组人巨核细胞生长分化因子（PEG-rhMGDF）和糖基化基因重组人血小板生成素（rhTPO）是为第一代血小板受体激动剂，前者包含内源性TPO氨基末端的163个氨基酸，后者氨基酸构成则与内源性TPO完全相同。第一代血小板受体激动剂临床试验显示虽可明显增加ITP患者血小板计数，但PEG-rhMGDF也同时具有刺激机体产生中和抗体并作用于自身内源性TPO从而引致继发性血小板减少的安全性隐患[@b22]--[@b23]，基因泰克公司rhTPO因技术转让及市场合作分歧延误，二者研发相继终止。沈阳三生制药公司生产的rhTPO于2005年经CFDA批准上市，是目前全球唯一商业化的TPO制剂，获批适应症为化疗引起的血小板减少症和免疫性血小板减少症。第二代TPO受体激动剂包括小分子肽类制剂罗米司亭（Romiplostim）和艾曲波帕（Eltrombopag）。罗米司亭作用与天然TPO作用一致，但由于其肽链序列结构与TPO不同，故而产生的抗体与内源性TPO并无交叉反应[@b24]；艾曲波帕可口服给药，其药效学作用的发挥取决于TPO受体的表达[@b25]，与后者跨膜区结构域结合激活下游信号传导。由于与MPL结合部位不同，艾曲波帕与内源性TPO非但不具竞争性，二者还可发挥协同作用[@b36]。美国FDA批准艾曲波帕用于成人ITP、丙型病毒性肝炎相关血小板减少和难治性再障的治疗。鉴于TPO受体激动剂作用于MPL促进下游信号传导，发挥增加血小板产率和造血干细胞扩增的作用，因而使用该类制剂共同的潜在风险包括血栓并发症、骨髓纤维化、髓系造血克隆进展等。

四、TPO受体激动剂治疗再障的临床实践

2004年Matsuda等[@b26]首次将TPO受体激动剂应用于再障患者，报道1例成人重型再障患者经ATG联合CsA免疫抑制治疗12个月未能获得血液学反应，加用rhMGDF皮下注射，每日1次连续2周，6周后患者血液学开始改善，1年后三系造血恢复获得部分血液学反应，其中HGB达100 g/L。推测TPO受体激动剂在该患者造血恢复中起到决定性作用。

而真正系统开始TPO受体激动剂治疗再障的实践源自美国NIH一项研究者始动的临床试验。该研究采用两阶段设计方式，以艾曲波帕口服50 mg/d起始，逐渐剂量递增达最大剂量150 mg/d治疗难治性重型再障，研究终点为治疗12周血液学反应。第一阶段纳入的25例患者中共11例获得至少一系反应，血液学反应率达44%（11/25），其中9例脱离血小板输注依赖，9例中性粒细胞计数明显增高，6例血红蛋白显著上升[@b27]。在接下来的第二阶段研究中再纳入18例患者，至结果报告时纳入研究的43例患者中共17例（39.5%）获得血液学反应，其中7例16.3%（7/43）获得三系血细胞反应。获得血液学反应者达研究终点后继续服用艾曲波帕仍有持续性的血常规进一步改善，部分停药患者并未随之丧失而能继续保持血液学反应[@b28]。正是基于此项临床研究结果，艾曲波帕被美国FDA和欧盟批准用于难治性再障碍的治疗。此后，Cleveland诊所报告13例难治性重型再障患者艾曲波帕治疗后6例（46%）获得血液学反应[@b29]；更值得我们关注的是，中国香港和澳门联合报告采用艾曲波帕最大剂量达300 mg/d（相当于西方白种人剂量为400～450 mg/d）治疗包括8例华人和2例葡萄牙人共10例难治性重型再障结果，7例获得血液学反应[@b30]。这些研究进一步肯定了TPO受体激动剂治疗再障的有效性，也提示难治性再障IST未能获得血液学反应可能主要与残存造血细胞过少有关。

土耳其学者将艾曲波帕用于2例重型再障一线治疗，尽管最终2例患者均因感染死亡，但明确观察到艾曲波帕治疗后外周血血小板计数升高，血小板输注依赖减轻[@b31]。美国NIH于2015年ASH会议报告艾曲波帕联合ATG和CsA一线治疗初治重型/极重型再障的初步临床试验研究结果。艾曲波帕不同给药方案的三个研究队列患者6个月血液学反应率和完全血液学反应率分别为86%和37%，均高于未加艾曲波帕的历史对照患者，尤其IST第1天起即服用艾曲波帕共持续用药6个月的第三个队列20例患者中19例恢复自身造血，血液学反应率高达95%。国内学者采用rhTPO联合一线IST同样获得较好疗效。张莉等[@b32]以及Wang等[@b33]分别与同期和历史对照比较，rhTPO联合IST组血液学反应率和良好血液学反应率明显提高，血小板输注依赖和血小板支持治疗输注总数均明显减少。提示TPO受体激动剂联合IST可加快重型/极重型再障患者血小板恢复、提高血液学反应率，并改善血液学反应质量。

五、TPO受体激动剂治疗再障的机制研究

TPO主要产生于肝脏，其体内清除依赖于表达MPL并能与之结合的血小板和巨核细胞数量。由于生成正常而清除减少，再障患者内源性血浆TPO水平明显增高，缘何在内源性TPO水平明显增高基础上加用外源性TPO受体激动剂可提高血液学反应率一直未能明确阐明。目前认为，除药理剂量的外源性TPO受体激动剂促进造血干细胞生存、自我更新和体内扩增可能是其能够治疗再障获得更高疗效反应的最主要因素外，其他作用机制或因素也参与其中：①艾曲波帕与内源性TPO作用靶点不同，分别与跨膜区和MPL胞外区结合，二者未有竞争而有协同作用。②艾曲波帕为小分子化合物，可进入骨髓造血细胞龛，增加造血干细胞局部微环境TPO受体激动剂浓度。③Bart-Smith报告1例重型再障合并获得性免疫缺陷病患者，未采用IST而单用艾曲波帕治疗。5个月后，患者脱离输血依赖，骨髓活检造血面积增加，外周血三系血细胞显著改善，获得部分反应。分析艾曲波帕治疗过程中外周血淋巴细胞亚群变化发现，伴随血液学缓解，患者Th1和Th17细胞计数下降，调节性T细胞与辅助T细胞比例升高。提示艾曲波帕可能通过免疫调节作用改善再障患者骨髓造血[@b34]。④TPO受体激动剂还可减少造血干/祖细胞凋亡，改善DNA损伤修复，保护和维持其造血功能[@b35]。

六、TPO受体激动剂治疗再障的问题及展望

与在ITP和其他疾病观察到的结果一致，TPO受体激动剂艾曲波帕和rhTPO用于再障治疗，非血液系统不良反应轻微，可表现头痛、胃肠不适、乏力、关节肌肉酸痛、轻微转氨酶升高以及皮下注射局部疼痛等，少有因不良反应而终止药物治疗者[@b36]。

二代TPO受体激动剂罗米司亭治疗ITP在明显提高血小板计数的同时，患者罹患继发骨髓纤维化的风险也明显增加，271例患者中10例治疗后随访检查骨髓活检显示骨髓纤维化迹象，这与罗米司亭使用剂量相关，呈浓度依赖性，但停药后骨髓纤维化可部分恢复[@b37]。艾曲波帕及rhTPO治疗再障尚未发现继发骨髓纤维化的发生[@b28],[@b32]--[@b33]。提示TPO受体激动剂治疗再障发生继发性骨髓纤维化的风险较小。同样，尽管治疗患者总数仍较少，但迄今未见TPO受体激动剂治疗再障所致血栓形成的报告。

TPO受体激动剂治疗再障最大的顾虑与其可能促进患者疾病向骨髓增生异常综合征/急性髓系白血病（MDS/AML）转化有关。在NIH开展的艾曲波帕治疗难治性重型再障的临床试验中，纳入研究的43例患者中8例（18.6%）常规染色体检查发现克隆进展，其中5例为7号染色体缺失[@b28]。Maciejewski研究组采用二代基因测序方法追踪13例难治性重型再障经艾曲波帕治疗后MDS/AML样基因突变，发现38%（5/13）获得新发体细胞基因突变[@b29]。我们未发现初治重型/极重型再障患者使用rhTPO治疗后染色体克隆演变和MDS/AML进展[@b32]；Wang等[@b33]结果显示2例患者发生7号染色体缺失，但与未使用rhTPO治疗的历史对照48例中出现1例染色体异常比较，克隆性进展发生率差异无统计学意义（5.0%对2.1%）。目前认为，TPO受体激动剂治疗再障是否发生克隆性进展更主要与患者残存造血干/祖细胞质量有关，因而，治疗前检测MDS/AML样基因突变，识别出携带高危疾病转化风险突变基因，从而避免接受TPO受体激动剂治疗非常重要[@b38]。

TPO受体激动剂治疗难治性再障的疗效和安全性相对较为清楚，作为一线治疗的初步结果也令人鼓舞。重型/极重型再障IST更早联合使用艾曲波帕、增加艾曲波帕使用剂量可能进一步提高血液学反应率。周康等[@b39]报告不同rhTPO给药方案联合IST影响重型再障近期疗效，IST后15 d始予rhTPO 15 000 U皮下注射，每日1次共28次较隔日1次共14次应用促进患者造血恢复和减少血小板输注依赖更为有效。然而，增大TPO受体激动剂剂量不仅增加医疗费用，还可能发生更多的不良反应。目前正在进行的临床试验着眼于评估TPO受体激动剂一线联合IST治疗再障的疗效和安全性，评估其可能的适于治疗人群、治疗间期、延长治疗间期的安全性以及TPO受体激动剂治疗与再障克隆性演变的关系等。随着研究的深入和更多临床试验结果证据的披露，TPO受体激动剂刺激再障残存造血干细胞策略的实施将会更趋合理，以期不仅提高再障疗效，也使较少残存造血细胞者得以救治。
